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DESCRIPTION 

La pr6sente invention concerne de nouveaux substrats enzymatiques 
chromogdnes pour la detection d'activite aminopeptidase. Ces substrats sont utilisables 

5 dans les applications comportant une 6tape d'hydrolyse enzymatique produisant un 
signal physico-chimique notamment en microbiologic, biochimie, immunologic, 
biologie moleculaire, histologic, etc. L'invention concerne 6galement des milieux de 
culture contenant de tels substrats, Putilisation des substrats ou des milieux pour la 
detection d'activites aminopeptidases et/ou la differentiation de bacteries k Gram positif 

10 par rapport a des bact&ries a Gram negatif et des procedes d'utilisation. 

Comparativement, aux substrats existants, la plupart fluorigenes, ils peuvent etre 
utilises notamment en milieu gelifies pour la detection de micro-organismes car ils 
produisent une coloration ne diffusant pas dans le milieu reactionnel done concentree ; 

15 au niveau des colonies. *7 A : . 

Des substrats chromog&iiques enzymatiques pour la detection d* activity! 
aminopeptidase ne diffusant pas sont droits et d6j& connus de Tetat de la technique!- 
Ainsi, de tels substrats sont couverts par les demandes de brevet WO-A-98/04735 et 
WO-A-99/38995 deposees par la Demanderesse. Neanmoins, ces substrats presentent 

20 differents inconvenients : leur synthese et difficile, la purete est reduite et les 
rendements faibles. De plus, pour une utilisation en milieux de culture, il faut definir 
une composition de milieu tres precise pour observer une couleur. Aucun des autres 
substrats actuellement decrits, ne peut §tre utilise en milieux solides pour la detection 
de micro-organismes en cultures mixtes, 

25 . . 

D'autre part, des molecules a base d'acridine sont connues. Elles sont utilisees 

pour : 

• leurs propri6t£s de colorant, voir par exemples Rapposch S. et al J. Dairy Sci. 2000 
Dec ; 83 (12) : 2753-2758, ou bien par exemple Giorgio A.\et al Microbiologica 
30 1989 Jan; 12(1): 97-100, 



• leurs proprietes chimiotherapeutiques, par exemple Costes N. et al J. Med. Chem. 
2000 Jun 15 ; 43 (12) : 2395-2402, ou 

• effectuer des intercalations dans PADN, par exemples Okwumabua O. et al Res. 
Microbiol 1992 Feb ; 143 (2) : 183-189 ou encore par exemple Schelhorn T. et al 

5 Cell Mol. Biol. 1992 Jul ; 38 (4) : 345-365. 

Le brevet EP-B-0.270.946 propose des substrats enzymatiques chromogeniques 
a base d'acridinone, qui est un derive de Pacridine. Le radical, qui peut etre cliv<§ par 
une enzyme, est present au niveau de la position 7 du groupement acridine. Sa structure 
ne permet la revelation que des activity enzymatiques suivantes : esterases et 
10 glycosidases. 

Conformement a la presente invention, il est propose de nouveaux substrats 
chromogeniques enzymatiques pour la detection chez des micro-organismes d'une 
activite aminopeptidase ou pour definir Pappartenance d'au moins une bacterie au 
15 groupe des Gram positifs ou des Gram n^gatifs selon sa coloration. L' invention 
conceme egalement des milieux de culture contenant de tels substrats, l'utilisation des 
substrats ou des milieux pour la detection d'activites aminopeptidases et/ou la 
differentiation de bact&ies a Gram positif par rapport k des bacteries a Gram negatif et 
des procedes d'utilisation 

20 

A cet effet, la presente invention conceme des substrats chromogeniques 
enzymatiques pour la detection chez des micro-organismes d'une activite 
aminopeptidase ou pour d6finir Pappartenance d'au moins une bacterie au groupe des 
Gram positifs ou des Gram n£gatifs selon sa coloration. lis ont la formule suivante : 



10 




dans laquelle : 

• Ri est rien ou un groupement alkyle, allyle, aryle, 

• R 2 est constitue par au moins tin acide amine, preferentiellement alanine, ' : 

• R 3 , R4 R5 et R 6 sont constitues independamment Tun de l'autre par H- ou -O-alkyle, 
preferentiellement -O-CH3, -4 

• R 7 est constitue par H 5 0-CH3, alkyleouhalogene, A- 

• Rg est constitue par H ou CI, et . 

• n est un chiffre entier correspondant a 0 ou 1 ou 2. : 

Selon un mode de realisation, le substrat a la formule suivante : ■* 




L- Alanine 



m iJ a la formule suivante 



1 



L-Alanine 



10 



Selon un autre mode de realisation, le substrat repond a la foraiule ci-dessus 
dans laquelle Ri est un groupement methyle ou allyle, 

Selon encore un autre mode de realisation, le substrat a la formule suivante : 



(/ \ o. 



CH, 



L- Alanine 



O- CH 3 



ou il a la formule suivante 



/ \ L-Aknine 
<\ h O- CH 3 



L' invention concerne egalement un milieu de culture utilisant au moins un 
substrat chromogenique enzymatique, tel que decrit ci-dessus, seul ou en combinaison 
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avec au moins un autre substrat enzymatique specifique d'une activite enzymatique 
diff£rente d'une activite de celle detectee par le substrat selon Pinvention. 
Preferentiellement, ce milieu est constitue par un milieu gelifie. 

La pr£sente invention a trait £galement a Putilisation des substrats 
chromog&iiques enzymatiques, tels que decrits ci-dessus, ou d'un milieu de culture, 
egalement decrit ci-dessus, pour la detection chez des micro-organismes d'au moins 
une activite aminopeptidase. 

La presente invention a toujours pour objet Putilisation des substrats 
chromogeniques enzymatiques, tels que decrits ci-dessus, ou d'un milieu de culture, 
Sgalement decrit ci-dessus, pour separer les bacteries a coloration a Gram positif des 
bacteries a coloration a Gram negatif. 

L'invention conceme enfin un procedS pour la detection chez des micro- 
organismes d'au moins une activite aminopeptidase, ce procede consiste a : 

• disposer d'un milieu de culture, selon Pune quelconque des revendications 5 ou 6, 

• ensemencer le milieu avec un echantillbn biologique a tester, 

• laisser incuber, et 

« reveler la presence d'au moins une activity aminopeptidase seule ou en combinaison 
avec au moins une autre activite enzymatique diffSrente. 

L'invention conceme aussi un autre procede pour la differentiation chez des 
bacteries de leur appartenance aux germes du type Gram positif ou aux germes du type 
Gram n£gatif, ce procede consiste a : 

• disposer d'un milieu de culture, selon Pune quelconque des revendications 5 ou 6, 

• ensemencer le milieu avec un echantillon biologique & tester, 

• teisser incuber, et 

• reveler la presence d'au moins une coloration synonyme de la presence de germe(s) 
du type Gram negatif 

Quelque soit le procede utilise, lorsque P azote en position 10 du groupement 
acridine n'est pas quaternise, la revelation de la presence d'au moins une activite 
aminopeptidase est realis£e par Pajout decide, preferentiellement d'acide 



chlorhydrique, d'acide acetique ou d'acide citrique, sur la culture. Par quaternise, il faut 
comprendre que l'azote en position 10 du groupement acridine est tetravalent, c'est-a- 
dire quMl est lie par trois liaisons classiques avec le cycle phenyl et une liaison 
complementaire avec un radical, de sorte que ledit atome d'azote est porteur d'une 
5 charge positive et est done cationique. Dans ce cas, la molecule est sous la forme d'un 
sel, par exemple un sel de chlorure, bromure ou trifluoro acetate. 

Toutes les reactions, qui vont etre decrites ci-dessous dans les exemples, ont et<§ 
suivies en chromatographie sur couche mince (CCM) et les structures des produits ont 
10 6t6 confirmees par spectrometrie de masse (MS) et resonance magn&ique nucleaire 
(RMN). 

Exemple 1 : Revelation d e Pactivite L-Alanine-aminopeptidase de micro-organismes 
sur milieu gelifie a Paide de substrats non quaternises : 

15 

1.1 : Molecules ut^ 

On a realise un etude comparative de deux substrats a base d'acridine le 
L-Alanyl-9-(4-aminostyryl)acridine, ci-apres reference L-Ala-4-ASA, et le L-Alanyl- 
20 aminophenylacridine (substrats non quaternises), ci-apres reference L-Ala-APA, de 
formules respectives : 




L-Alanyl-aminophenylacridine L-Alanyl-9-(4-aminostyryl)acridine 




1.2 : Synthese des substrats.: 

1 .2. 1 : Synthese du L-Ala-4-ASA : 
Cette synthese s'effectue en plusieurs Stapes. 

Preparation de 9-chloroacridine : 

La preparation est effectuee en utilisant la methode de Lehmstedt et Schrader qui a ete 
referencee par Albert dans son livre ' The Acridines c , Arnold, second edition, (1966), 
page 33. 

Preparation de 9-methvlacridine 

La methode de Campbell, Franklin, Morgan et Tivey (ref. J. Chem. Soc, 1958, 1 145) a 
6t6 utilisee. Les rendements ont atteint 90%. 

Preparati on de 9-r4-nitrostvrvr> acridine par fusion 

Un melange de 9-methylacridine (4,83 g , 25,0 mmole), 4-nitrobenzaldehyde (4,23 g, 
31,25 mmole) et chlorure de zinc (5,06 g, 31,25 mmole) est chauffe a 130°C pendant 3 
heures avec un bain d'huile. Le solide recupere est chauffe dans une solution de sodium 
metabisulfite pour eliminer l'exces de l'aldehyde et le melange chaud est filtre. Des 
precipites obtenus sont dissous dans une quantite minimum de t6&ahydrofuranne et de 
l'eau est ajoutee dans la solution pour avoir le produit sous forme de precipites. Ces 
precipites sont recuperes par une filtration et seches. Le produit peut Stre recristallise 
dans Tethanol. Le rendement estde 35%. 
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Preparation de t-Boc-al anvl-9-(4-nitrostvrvn acridine 



Le produit t-Boc-alanine (3,79 g, 20,0 mmole) est dissous dans une quantite minimum 
de tetrahydrofuranne (THF) anhydride et la solution est refroidie a -15°C a Taide d'un 
melange ethylene glycol/carbone glace dans un bain. Le N-methylmorpholine (NMM) 
(2,02 g, 20 mmole) est ajoute goutte a goutte dans le melange. Le chloroformate 

5 d'isobutyle (IBCF) (2,53 g, 20,0 mmole) est ensuite introduit goutte a goutte dans le 
melange reactionnel. II faut que la temperature soit au-dessous de -10°C. Au bout de 3 
minutes environ, le 9-(4-nitrostyryl) acridine (5,4 g, 20 mmole), qui est dissous dans 
une quantite minimum de tetrahydrofuranne (THF) anhydride et refroidi a -15°C, est 
introduit. Le melange reactionnel est agite et on le laisse revenir k la temperature 

10 ambiante. Le sel de N-m&hylmorpholine est elimine par une filtration avec un 
entonnoir a plaque filtrante. Le melange est evapore jusqu'a son quatrieme volume 
original avec un evaporateur rotatif. Le filtrat est introduit goutte a goutte dans un 
melange eau/glace en quantity importante sous agitation. Des precipites jaunes, formes, 
sont recup^res par une filtration, laves avec de Teau et s£ches. Le produit peut etre 

15 recristallise dans le methanol. Le rendement est de sensiblement 75 %. 

D'autres analogues des acides amines proteges par le t-Boc ont aussi 6te utilises pour 
former de nouveaux produits. Les acides amines sont : la proline, la glycine, la serine et 
la |3-alanine. Les rendements pour ces produits sont dans la zone de 60 a 80 %, les 
resultats etant g&ieralement les meilleurs pour les analogues de la p-alanine et les 

20 moins bons pour les analogues de la serine. 

1.2.2 : Synthese du L-Ala-APA : 
La preparation de 9-(4-aminophenyl) acridine par une reaction de soufre fondu 
peut etre realisee par deux methodes differentes. 

25 

Methode A 

L'acridine chlorhydrique (9,7 g, 45,0 mmole), Tannine (8,37 g , 90,0 mmole) et 10,0 g 
de soufre sont bien melanges et chauffes A 130°C pendant 4 heures sous une hotte 
30 efficace. Le milieu reactionnel dans le ballon est refroidi a temperature ambiante et 
dissous dans le methanol chaud pour dormer une solution de couleur rouge sanguine. La 



solution est refroidie et le soufre est elimine par une filtration. L'alcanilisation du filtrat 
est realisee a 1'aide d'une solution d'ammoniaque concentre. Des precipes jaunes 
lagers, formes, sont filtres puis lave* avec le methanol froid. Le rendement est de 65%. 



Methode B 



L'acridine (8,06 g, 45,0 mmole), Faniline chlorhydrique (11,61 g, 90 mmole) et 10,0 g 

de soufre sont bien melange* et chauffes a 130°C pendant 4 heures. Le milieu 

reactionnel est ensuite traite comme dans la Methode A ci-dessus. 

Ensuite on realise une preparation sur la base de 1'une et/ou l'autre des deux methodes 

precedentes. 

Preparation de t-Boc-aI a nvl- 9-(4- am innnIi*nvn acrirW 

to 

Le produit t-Boc-alanine (3,79 g, 20,0 mmole) est dissous dans une quantite minimum* 
de tetrahydrofuranne (THF) anhydride et la solution est refroidie a -15°C a l'aide d'unf 
flange ethylene glycol/carboue glace dans un bain. Le N-m6thylmorpholine (NMM) *■ 
(2,02 g, 20 mmole) est ajoute goutte a goutte dans le melange. Le chloroformate 
d'isobutyle (IBCF) (2,53 g, 20,0 mmole) est ensuite introduit goutte a goutte dans le 
melange reactionnel. II faut que la temperature soit au-dessous de -10°C. Au bout de 3 
minutes environ, le 9-(4-aminophenyl) acridine (5,4 g, 20 mmole), qui est dissous dans 
une quantite minimum de t6trahydiofuranne (THF) anhydride et refroidi a -15°C, est 
introduit. Le melange reactionnel est agite et on le laisse revenir a la temperature 
ambiante. Le sel de N-methylmorpholine est elimine par une filtration avec un 
entonnoir a plaque filtrante. Le melange est evapore jusqu'a son quatrieme volume 
original avec un evaporateur rotatif. Le filtrat est introduit goutte a goutte dans un 
melange eau/glace en quantite importante sous agitation. Des precipes jaunes, formes, 
sont recuperes par une filtration, laves avec de 1'eau et seches, Le produit peut etre 
recrictallise dans le methanol. Le rendement est de 75%. , 




D'autres analogues des acides amines proteges par le t-Boc ont aussi ete utilises pour 
former de nouveaux produits. Les acides amines sont : la proline, la glycine, la serine et 
la (3-alanine. Les rendements pour ces produits sont dans la zone de 60 a 80% : les 
r6sultats 6tant g&ieralement les meilleurs pour les analogues de la J3-alanine et les 
moins bons pour les analogues de la serine. 

1.3 : Pr6jp^tiond^^ 

Un milieu gelifie comprenant du L-Alanyl-9-(4-aminostyryl)acridine (ci-apres 
reference L-Ala-4-ASA) ou du L-Alanyl-aminophenylacridine (ci-apres reference L- 
Ala-APA) est prepare comme suit : 46,37 g d'agar Columbia sont additionnes k 1 litre 
d'eau distillee puis autoclaves. Ce milieu reactionnel est separe en deux milieux de 
volume equivalent, Chacun de ces milieux comprend respectivement : 0,3 g/1 de L-Ala- 
4-ASA apporte par une solution mere dans du DMSO et 0,3 g/1 de L-Ala-APA apport6 
aussi par une solution m£re dans du DMSO. 

Des micro-organismes issus de la collection de la Demanderesse ont ete 
ensemences sur chacun des milieux par isolement en trois cadrans a partir d'une 
suspension a 0,5 McFarland. Les boites ont ete incubees a 37 °C pendant 24 heures. Les 
colonies formees ont ete examinees visuellement apres 24 heures d'incubation. La 
coloration de ces colonies a ete notee avant et apres ajout d'une goutte d'acide 
chlorhydrique. 

1.4 : R6sultats; 

Les r6sultats sont presentes dans le tableau 1 ci-dessous. En absence d'HCl, les 
deux substrats ne donnent pas de coloration spontanee. En presence d'une goutte 
d'HCl, les colonies possedant Tactivite L~Alanine-aminopeptidase sont colorees en 
gris-mauve a mauve. Les colonies ne possedant pas cette activite demeurent incolores. 
Ces substrats sont done sensioies ei specifi^e*. lis peuvent pcrmettre dans le cas d'une 
culture mixte Gram positif et Gram n6gaiif de sparer les deux types de gennes. 



ESPECES (N°souche 
interne) 


0 3 e/i 

V » J Br 1 

L-Ala-4-ASA 
sans HC1 


0,3 g/1 
L-Ala-APA 
sans HC1 


0 3 e/1 
L-Ala-4-ASA 
avec HC1 


0 3 &/i 
L-Ala-APA 
avec HC1 


Escherichia coli 


incolore 


incolore 


gris mauve 


mauve pale \ 


Proteus tnirabilis 


incolore 


incolore 


gris mauve 


mauve tr6s pile p§Ie 


Klebsiella pneumoniae 


incolore 


incolore 


gris mauve 


mauve 


Enterobacter cloacae 


incolore 


incolore 


gris mauve 


mauve 


Citrobacter koseri 


incolore 


incolore 


gris mauve 


mauve 


Streptococcus agalactiae 


incolore 


incolore 


incolore 


incolore 


Enterococcus faecalis 


incolore 


incolore 


incolore 


incolore 


Staphylococcus aureus 


incolore 


incolore 


incolore 


incolore 


Listeria innocua 


incolore 


incolore 


incolore 


incolore 


Candida albicans 


incolore 


incolore 


incolore 


incolore 



Tableau 1 : Revelation de Pactivite L-Alanine-aminopeptidase de micro-organismes par 
la L-Ala-4-AS A ou la L-Ala-APA sur milieu gelifi6 

5 

Exemple 2 : Revelation de Pactivite L-AIanine-aminopeptidase de micro-organismes 
sur milieu geliffe a Paide de substrat quatemise : 

10 2.1 : Molecule utilis6e: 

L'activite L-Alanine-aminopeptidase de micro-organismes sur milieu gelifie est 
realisee par Putilisation du L-Alanyl-9(4-aminophenyl)-10-allyl-acridinium chloride 
(substrat quaternise), ci-apres designe L-Ala-4-AP-lO-AA, de formule : 



i 



^L-Alanine 

HN 




L-Alanyl-9(4-aminophenyl)-l O-allyl-acridinium chloride 



2.2 : Synthase deXrMa^-APrlO-AA.: 

5 

Le compose de depart est le t-Boc-alanyl-9-(4-aminophenyI) acridine dont la 
synthese a deja ete exposee au paragraphe 1.2.2 (Synthese du L-Ala-APA). Dans un 
flacon de 10 ml qui peut etre ferme, le t-Boc-alanyl-9-(4-aminophenyl) acridine (0,88 g, 
2,0 mmole) est introduit dans le tetrahydrofbranne anhydride (4,0 ml) et le melange est 
10 mis en Tebullition pour avoir une solution partielle. La solution / suspension est 
refroidie et Tallyle bromide (2,0 ml) est ajoute. Le flacon est ensuite ferme et incube a 
40°C pendant plus de 1 00 heures. Le reactif solide est dissous au for et a mesure en 
formant une solution orange. Des cristaux oranges - noirs apparaissent dans cette 
solution. 

15 A Tissue des 100 heures, le melange reactionnel est transfere dans T acetate 

d'ethyle (100 ml) sous agitation. Apres une duree n^cessaire, le sel quaternaire est filtr<§ 
et lave avec Tether ethylique. 

Le produit est dissous dans une quantite minimum d'ethanol et agite avec 
l'acetate d'ethyle (10 ml) sature par HC1. Des precipites, qui sont formes quelques 

20 heures apres, sont recupSres par une filtration sous pression reduite. L' introduction de 
Tether ethylique dans le filtrat permet de recuperer le produit en plus. Les fractions 
reunies du produit sont lavees avec Tether ethylique et sechees rapidement pour eviter 
Tabsorption d'humidit^. 



2 -3 : Preparation du. milieu.: 



10 



20 
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Un milieu gelifie comprenant comme substrat du L-Ala-4-AP-10-AA est 
prepare comme suit : 46,37 g d'agar Columbia sont additionnes a 1 litre d'eau distillee 
puis autoclaves. Ce milieu reactionnel est separe en trois milieux de volume equivalent. 
Chacun de ces milieux comprend respectivement : 0,1 g/1, 0,2 g/1, 0,4 g/l de L-AIa-4- 
AP-10-AA apporte par une solution mere dans du DMSO. 

• Des micro-organismes issus de la collection de la Demanderesse ont 6te 
ensemence* sur chacun . des milieux par isolement en trois cadrans a partir d'une 
suspension a 0,5 McFarland. Les boites ont ete incubees a 37 °C pendant 48 heures. Les 
colonies formees ont ete examinees visuellement apres 24 et 48 heures d'incubation. La 
coloration de ces colonies ainsi que Pintensite de cette coloration ont ete notees. 



15 2.4 : R&mltats 



Les resultats sont exprimes en intensite de coloration en se basant sur une 
echelle arbitraire allant de 0 a 4. Ces resultats sont presentes dans le tableau 2 ci- 
dessous . 

Ce substrat permet de reveler une activite L-Alanine-aminopeptidase chez les 
bacteries a Gram negatif par Papparition spontanee (sans ajout d'acide) d'une couleur 
concentree au niveau des colonies. Les colonies ne possedant pas cette activite 
demeurent incolores. Ce substrat est done sensible et specifique. II pent permettre dans 
le cas d'une culture mixte Gram positif et Gram negatif de separer les deux types de 
germes. Le fait de « quaterniser » l'azote en position 10 du groupement acridine permet 
d'obtenir une faction spontanee sans ajout d'acide comparativement a la meme 
molecule non quatemis^e decrite dans 1'exemple 1. 




SOUCHES 


Temps 
d'incu- 


0,1 g/lde 
L~Ala-4-AP-10~AA 


0,2 g/Ide 
L-Ala-4-AP-10-AA 


0,4 g/lde 
L-Ala-4-AP-10-AA 




-bation 


Couleur 


Intensity 


Couleur 


Intensite 


Couleur 


Intensity 


Escherichia coli 


24 H 


beige 


0,5 


rose-orange 


2 


rose-orange 


2,5 


(032) 


48 h 


beige 


0,5 


rose-orange 


2 


rose-orange 


3 


Proteus mirabilis 


24 H 


beige 


traces 


rose-orange 


0,5 


rose-orange 


3 


(103) j 


48 h 


beige 


traces 


rose-orange 


1 


rose-orange 


3 


Klebsiella 


24 H 


beige 


traces 


rose-orange 


1 j 


rose-orange 


3 


pneumoniae (023) 


48 h 


beige 


traces 


rose-orange 


2 


rose-orange 


3,5 


Citrobacter koseri 


24 H 


beige 


0,5 


rose-orange 


1 


rose-orange 


3 


(090) 


48 h 


beige 


0,5 


rose-orange 


2 


rose-orange 


3,5 


Staphylococcus 


24 H 


inhib6 


- 


inhibe 


- 


inhib6 


- 


aureus (070) 


48 h 


inhibS 


- 


inhibS 


- 


inhibe 


- 


Streptococcus 


24 H 


inbibS 




inhib£ 




inhib£ 




pyogenes (067) 


48 h 


in colore 




incolore 




incolore 




Enterococcus 


24 H 


incolore 




orange 


traces 


orange 


traces 


faecalis (075) 


48 h 


incolore 




orange 


0,5 


orange 


1 


Listeria hmocua 


24 H 


incolore 




incolore 




incolore 




(036) 


48 h 


incolore 




incolore 




incolore 




Candida albicans 


24 H 


incolore 




incolore 




incolore 




(056) 


48 h 


incolore 




incolore 




incolore 





Tableau 2 : Influence de la concentration en substrat dans la revelation de Pactivite L- 
Alanine-aminopeptidase de micro-organismes par designe la L-Ala-4-AP-10-AA 
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Exemple 3 : Revelation de Pactivite L-Alanine-aminopeptidase de micro-organismes 
sur milieu gelifie a Paide d'un autre substrat quaternise : 



15 



3.1 : Molecule ufflis^e ; 

La r6v61ation de Pactivite L-Alanine-aminopeptidase de micro-organismes sur 
milieu gelifte s'effectue par Tutilisation d'un substrat .appele 
L-Alanyl-9(4-aminophenyl)-10-me%l-acridinium chloride (substrat quaternise), ci- 
apres appete L-Ala-4-AP-10-MA, dont la foimule est la suivante : 



^L-AIanlne 

HN 




CH 3 

L-Alanyl-9(4-aminophenyl)-l O-methyl-acridinium chloride 

3.2 : Synthese feJ&/^k&:XbM&.'i 

Cette synthase a deja ete realisSe au paragraphe 2.2 ci-dessus, dans laquelie 
rallyle bromide a ete remplace par Piodure de methyle. II convient de s'y reporter pour 
coimaitre la synthese de la L-Ala-4-AP-10-MA. 

3.3 : Prep^atipn du milieu.: 

Un milieu gelifie comprenant 300 mg/1 de L-Ala-4-AP-lO-MA, est prepare 
comme suit : 46,37 g d'agar Columbia sont additionn^s k 1 litre d'eau distiltee puis 
autoclaves, le substrat est ensuite apporte par une solution mere dans du DMSO. Des 
micro-organismes issus de la collection de la Demanderesse ont et£ ensemenc<Ss sur le 
..Jlieu par isolement en trois cadrans £ partir d'une suspension a 0,5 McFarland. Les 




boites ont ete incubees a 37 °C pendant 48heures. Les colonies formees ont ete 
examinees visuellement apres 24 et 48 heures d'incubation. La coloration de ces 
colonies ainsi que l'intensite de cette coloration ont ete notees. 

5 3.4 : Resultats : 



Les resultats sont presenter dans le tableau 3 ci-dessous : 





Temps 


0,3 g/1 de L-Ala-4-AP-10-AA 




a incubation 


Couleur 


Intensite 


Escherichia coli 


24 H 


rose-orange 


3,5 


(032) 


48 h 


rose-orange 


3,5 


Proteus mirabilis 


^ A YY 

24 H 


rose-orange 


1 


/I AON 

(103) 


48 n 


rose-orange 


2 


Klebsiella 


24 H 


rose-orange 


3 






rose-orange 


3 


Citrobacter koseri 


24 H 


rose-orange 


3 


(090) 


48 h 


rose-orange 


3 


Staphylococcus \ 


24 H 


inhibe 




aureus (070) 


48 h 


inhibe 




Streptococcus 


24 H 


inhibe 




pyogenes (067) 


48 h 


inhibe 




Enterococcus 


24 H 


rose 


traces 


faecalis (075) 


48 h 


rose-orange 


0,5 


Listeria innocaa 


24 H 


incolore 




(036) 


48 h 


rose-orange 


traces 


Candida albicans 


24 H 


incolore 




(056) 


1% ft V 

to il 


kfcolore 





Tableau 3 : Revelation de P activite L-Alanine-aminopeptidase de micro-organismes par 
de la L-Ala-4-AP-10-AA dont la concentration en substrat est optimisee 

Ce substrat permet de reveler une activite L-Alanine-aminopeptidase chez les 
5 bacteries k Gram negatif par Papparition spontan6e (sans ajout d'acide) d'une couleur 
rose-orange concentree au niveau des colonies. Les colonies ne possedant pas cette 
activite demeurent ihcolores. Ce substrat est done sensible et spScifique. II peut 
permettre dans le cas d'une culture mixte Gram +/Gram - de separer les deux types de 
germes. Comparativement au substrat d6crit dans Pexemple 2, il semble permettre 
10 d'obtenir des intensites de coloration plus fortes pour les souches positives. La 
difference entre ces deux substrats est le type de groupement en position 10 sur Pazote 
du noyau d'acridine. 

15 Exemple 4 : Revelation de Pactivite L-Alanine-aminopeptidase de micro-organismes % 
sur milieu gelifie &Paide d'autres substrats non quaternises : . v 

4.1 : Molecules utQisees.: 

20 La revelation de Pactivite L-Alanine-aminopeptidase de micro-organismes sur 

milieu gelifie s'effectue par Putilisation de deux substrats appeles L-Alanyl-2- 
methoxyaminophenylacridine, ci-apres appele L-Ala-2-MeOAPA, et L-Alanyl-2,5- 
dimethoxyaminophenylacridine, ci-apres appel6 L~Ala-2,5-diMeOAPA, dont les 
formules sont respectivement les suivantes : 

25 



f 



18 



L-A!anine 




L-Alanyl-2-methoxyaminophenylacridine 



h,c 



L-Alanine 




L-Alanyl-2,5-dimethoxyaminophenylacridine 



4.2 : Synthase dessubstrats 
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4.2.1 : Synthese du L-Ala-2-MeOAPA : 

Sur la base de ce qui est d6crit au point 1.2.2 ci-dessus, d'autres analogues d'aniline 
sont aussi utilises pour former des nouveaux produits, y compris l'anisidine 
(3-methoxyaniline) qui donne le 9-(4-amino-2-methoxyphenyl) acridine. 

4.2.2 : Synthese du L-Ala-2,5-diMeOAPA : 

Sur la base de ce qui est d6crit au point 1.2.2 ci-dessus, d'autres analogues d'aniline 
sont aussi utilises pour former des nouveaux produits, y compris le 
2,5-dimethoxyaniline qui donne le 9-(4-amino-2,5-dimethoxyphenyl) acridine. 

4.3 : Preparation du milieu.: 



20 



Un milieu gelifie comprenant du L-Ala-2-MeOAPA ou du L-Ala-2,5- 
diMeOAPA est prepare comme suit : 46,37 g d'agar Columbia sont additionnes a 1 litre 
d'eau distillee puis autoclaves. Ce milieu reactionnel est s^pare en deux milieux de 
volume equivalent. Cbacun de ces milieux comprend respectivement : 0,3 g/1 de 
L-Ala-2-MeOAPA apporte par une solution mere dans du DMSO et 0,3 g/1 de L-Ala- 
2,5-diMeOAPA apporte aussi par une solution mere dans du DMSO. Des micro- 
organismes issus de la collection de la Demanderesse ont 6t6 ensemences sur chacun 



des milieux par isolement en trois cadrans a partir d'une suspension a 0,5 McFarland. 
Les botes ont ete incubees a 37 °C pendant 24 heures. La coloration de ces colonies 
ainsi que l'intensite de cette coloration ont ete notees apres ajout d'HCl. 

4.4 : Resultats : 



Les resultats sont presented dans le tableau 4 ci-dessous : 



SOUCHES 


Temps 
<T incubation 


L-Ala-2- MeOAPA 


L-Ala-2,5-di MeOAPA 


Couleur 


Intensity 


Couleur 


Intensity 


Escherichia coli 
(032) 


24 H 


orange 


0,5 


jaune orange 


1,5 


48 h 


rose 


3,5 


jaune orange 


2 


Proteus mirabilis 
(037) 


24 H 


orange 


1 


incolore 


0, 


48 h 


orange 


i,5 


orange 


0,5 


Klebsiella 
pneumoniae (023) 


24 R 


rose 


3 


orange 


i i 


48 h 


rose 


3,5 


jaune orange 


2,5 <:< 


Citrobacter koseri 
\ (012) 




orange 


2 


orange 


1 -* : 


48 h 


rose 


3,5 


jaune orange 


2,5 ' 


Enterobacter 
cloacae (061) 


24 H 


rose 


2 


jaune orange 


1,5 


48 h 


rose 


2 


jaune orange 


2 


Staphylococcus 
aureus (035) 


24 H 
48 h 


incolore* 
incolore* 


0 
0 


incolore 
incolore 


0 
0 


Streptococcus 
agalactiae (001) 


24 H 


inhibS 




incolore 


0 


48 h 


inhibe 




incolore 


0 


Enterococcus 


24 H 


inhibS 




jaune orange 


0,5 


faecalis (117) 


48 h 


inhibe 




jaune orange 


3 


Listeria innocua 


24H 


incolore* 


0 


incolore 


0 


(036) 


48 h 


incolore* 


0 


incolore 


0 


Candida albicans 


24 H 


inhibe 




yicolore 


0 


(077) 


48 h 


inhibe 




♦ incolore 


0 



20 



* croissance tr&s faible 

Tableau 4 : Revelation de Tactivite L-Alanine-aminopeptidase de micro-organismes par 
les L-Ala-2-MeOAPA et L-Ala-2,5-diMeOAPA 
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Ces deux substrats permettent apr£s ajout d'une goutte d'HCl de reveler une 
activite L-Alanine-aminopeptidase chez les bacteries a Gram positif. L'ajout de 
substituants (M6thoxy-) sur le groupement phenyl permet en plus de r^duire la toxicite 
des substrats, notamment vis-a-vis des bacteries a Gram positif. Cependant, ce gain en 
fertilite se fait au detriment de la specificite, en effet, Enter ococcus faecalis pr6sente 
une activity avec le L-Ala-2,5-diMeOAPA apres 48 heures d'incubation. 



Exemple 5 : Revelation de 1 'activite fi-Alanine-aminoneptidase de m icro-organismes 
15 sur milieu gelifie: utilisation du fi-Alanvl-9(4-aminophenv lV10--methvl-acridinium 
chloride (substrat quaternise) : 



5.1: Molecule utilisjSe : 

La revelation de P activity p-Alanine-aminopeptidase de micro-organismes sur 
20 milieu gelifie s'effectue par l'utilisation d'un substrat appele 
(5-Alanyl-9(4-aminophenyl)-10-methyl-acridinium chloride (substrat quaternise), ci- 
apres appele p-Ala-4-AP-10-MA, dont la formule est la suivante : 

^Alanine 




i3-Alanyl-9-(4-aminophenyl)-10-me%l-acridinium chloride 

5-2 : Synth6.se deJ r 41a T 4-^ : 10-M4. ; 
Le compose de depart est le t-Boc-alanyl-9-(4-amino P henyl) acridine dont la synthese a 
deja ete exposee au paragraphe 1.2.2 (Synthase du L-Ala-APA). Le t-Boc-aianyl- 
9-(4-aminophenyl) acridine (0,67 g, 1,5 mmole) est dissous dans l'acetronitrile (volume 
minimum) et chauffe a reflux avec de l'allyl'bromure (3-bromo-l-propene) (4,0 ml) 
pendant 4 heures. Des composes volatils sont elimines par evaporation. Le resi'du est 
dissous dans 1'ethanol et isole par recristallisation ou precipitation. La deprotection est 
la m6me que celle decrite precedemment 

5-3 : Preparation du milieu ; 

Un milieu gelifie comprenant 300 mg/1 de B-Ala-4-AP-10-MA est prepare 
comme suit : 46,37 g d'agar Columbia sont additionnes a 1 litre d'eau distillee puis 
autoclaves, le substrat est ensuite apporte par une solution mere dans du DMSO. Des 
micro-organismes issus de la collection de la Demanderesse ont ete ensemences sur le . 
^ili-a P ar isolement en trois cadrans a partir d'une suspension a 0,5 McFarland Les 
boites ont ete incubees a 37 °C pendant 48 heures. Les colonies formees ont ete 
examinees visuellement apres 24 et 48 heures d'incubation. La coloration de ces 
colonies ainsi que 1'intensite de cette coloration ont ete not6es. 

5.4 :Resultats : 

Les resultats sont presents dans le tableau 5 ci-dessous. 

Ce substrat permet de reveler une activite B-Alanine-aminopeptidase chez les 
bacteries a Gram n6gatif par 1'apparition spontanee (sans ajout d'acide) d'une couleur 
orange concentree au niveau des colonies. Les colonies ne possedant pas cette activite 
demeurent incolore. Ce substrat est done sensible et specifxque. II pent permettre 
d'identifier les souches de Pseudomonas aeruginosa et notamment de les differencier 
aiitres bacteries. 




SOUCHES 


Temps 
d'incubation 


0,3 g/1 de P-Ala-4-AP-10-MA 


Couleur 


Intensity 


Pseudomonas 
aeruginosa (052) 


24 H 


orange 


2 


48 h 


orange 


3 


Pseudomonas 
aeruginosa (165) 


24 H 


orange 


1,5 


48 h 


orange 


3 


Burkholderia 
cepacia (004) 


24 H 


incolore 




48 h 


incolore 


- 


Pseudomonas 
fluorescens (016) 


24 H 


inhibe 




48 h 


incolore 




Pseudomonas 
stutzeri (073) 


24 H 


inhibe 




48 h 


incolore 


- 


Pseudomonas 
putida (028) 


24 H 


incolore 


- 


48 H 


incolore 


- 


Acinetobacier 
calcoaceticus (034) 


24 H 


incolore 




4SH 


incolore 




Escherichia coli 
(032) 


24 H 


incolore 




48 H 


incolore 




Klebsiella 
pneumoniae (023) 


24 H 


incolore 




48 H 


incolore 





Tableau 5 : Revelation de Pactivit6 p-Alanine-aminopeptidase de micro-organismes par 

de la p-Ala-4-AP-10-MA 

5 

Exemple 6 : Revelation de Tactivite L-Proline-aminopeptidase de micro-organismes 
sur milieu gelifie a Taide d'un substrat non quaternise a base de Proline : 



6.1 : Molecule utijisee : 



La relation de 1'aotivite Wrolme-antinopeptidase de micro-organiames sur 
nnlieu geMe s-efiectue par ^ 

L-Prolyl-9(4-ami n ophe„ y I>aeridine (substta, non quatemise), ci-aprts appele L-Pro-4- 
APA, dont la formule est la suivante : 




L-Prolyl-9(4-aminophenyl)acridine 
6 - 2 : SynMse.de L 7 Prp T 4-APA : 

Cette synthese a deja ete realisee au paragraphe 1.2 ci-dessus, selon deux' 
methodes A et B, dans lesquelles Pacide amine Alanine a ete remplace par Pacide^ 
annne Proline. II convient de s'y reporter pour connaitre la synthese de la L-Pro-4-APA. 

6 : 3 : Preparation du milieu: 

U„ milieu gelifie comprenan, du L-Prolyl-9-(4-ami„ophenyl)acridine (ci-aprts 
f L - Pm - 4 -^ « «™ -it: 45g d'agar Saboumud son, 

addmonnea a 1 Htre d'eau diatil.ee puis autoclave*. Ce milieu rtactionnel comprend 0 3 
g/1 de L-Pro-APA apporte aussi par une solution mire dans du DMSO. 

Des miero-organismes issus de la eolleotion de la Demanderesse ont 6ti 
ensemenees sur ee milieu par isolement en trois eadrans a partir d-une suspension a 0 5 
Mcfariand. Les bones ont ete incubees 4 37 °C pendant 24beures. Les colonies 
tormees ont e« examines visuellement aprts 24 heures d'incubarion. La coloration de 
ces eolonies a etc notee avan, et aprts ajout d'une goutte d'acide acetique, ei-aprts 
GAA (glacial acetic acid). 

I 

6 - 4 : .R#sultats; 




Les resultats sont pr6sent6s dans le tableau 6 ci-dessous : 



SOUCHES 


Goutte d'Acide 
Acetique 


0,3 g/1 de L-Pro-4-APA 


Couleur 


Intensite 


Candida albicans 
(138) 


avant GAA 


jaune 


2 


apr6s GAA 


jaune 


3 


Candida 
parapsilosis (040) 


avant GAA 


blanc 




apres GAA 


jaune 


2 


Candida 
lusitaniae (045) 


avant GAA 


pas de croissance 




apres GAA 


pas de croissance 




Candida 
giiilliermondii (046) 


avant GAA 


pas de croissance 




apres GAA 


pas de croissance 




Candida krusei 
(026) 


avant GAA 


jaune 


1 


apres GAA 


jaune 


3 


Candida glabrata 
(051) 


avant GAA 


jaune 


2 


apres GAA 


jaune 


3 



Tableau 6 : Revelation de Tactivite L-Proline-aminopeptidase de micro-organismes par 
5 de la L-Pro-4-APA dont la concentration en substrat est optimis^e 

Avec certaines souches de levures Candida, la nature inhibitrice du substrat est 
demontree. Cependant, certaines levures produisent une coloration jaune, sans 
Paddition d'acide. Cette coloration est plus intense pour certaines souches, notamment 
10 Candida albicans, elle est egalement plus intense qu'en V absence de culture. Ceci 
demontre bien que notre substrat, contenant la Proline comme acide amin6, peimet de 
reveler Factivite L-Proline-aminopeptidase chez les levures. 



15 Exemplc 7 : Revelation de Tactivite L-Serine-aminopentidase de micro-organismes sur 
milieu gelifie a Taide d'un substrat non quatemise a base de Serine : 



25 



7.1 : Molecule utilisee; 

La revelation de l'activite L-Serine-aminopeptidase de micro-organismes sur 
milieu gelifie s'effectue par 1'utilisation d'un substrat appele 
L-Seryl-9(4-aminophenyl)-acridine (substrat non quaternise), ci-apres appele L-Ser-4- 
APA, dont la formule est la suivante : 




L-Seryl-9(4-aminophenyl)acridine 

7.2 : SynMse .de L r Ser-4-APA : \ 
A l'instar de ce qui a ete expose pour la L-Pro-4-APA (paragraphs 6.2 ci- 

dessus), cette synthese a deja 6t6 realisee au paragraphs 1.2 ci-dessus, selori deux 
methodes A et B, dans lesquelles l'acide amine Alanine a ete remplace par Tacide. 
amine Serine. II convient de s'y reporter pour connaitre la synthese de la L-Ser-4-APA. 

7.3 : Preparation du. milieu; 

Un milieu gelifie comprenant du L-SeryI-9(4-aminophenyl)acridine (ci-apres 
reference L-Ser-4-APA) est prepare comme suit : 30 nulligrammes de L-Ser-4-APA 
sont ajoutes a 4 grammes d'agar Columbia, additionnes a 0,1 litre d'eau distillee puis 
autoclaves. Ce milieu reactionnel est mis a I'autoclave a 116°C pendant 20 minutes. La 
majeure partie du substrat se retrouve en solution, sans coloration residuelle. 

Des micro-organismes issus de la collection de la Demanderesse ont ete 
ensemences sur ce milieu a partir d'une suspension a 0,5 McFarland. Les boites ont 6t6 
incubees a 37 °C pendant 24 heures. Des echantillons de 10.nl de chaque suspension 




sont ensuite cultives pour produire des colonies. Les colonies formees ont ete 
examinees visuellement apres 1 8 a 24 heures d'incubation. 

La coloration de ces colonies a ete notee avant et apres ajout d'une goutte 
d'acide acetique, ci-apres GAA (glacial acetic acid). 

5 

7.4 : Resultats : 

Les resultats sont pr6sent6s dans le tableau 7 ci-dessous : 



SOUCHES 


GAA 


0 ? 3 g/1 de L-3er-4-APA 


Couleur 


Intensite 


Escherichia coli 
(009) 


avant GAA 


creme 




apres GAA 


orange pale 


2 


Klebsiella 
pneumoniae (012) 


avant GAA 


creme 




apres GAA 


orange pale 


2 


Yersinia 
enter ocoliiica (061) 


avant GAA 


creme 




apres GAA 


orange pale 


2 


Candida albicans 
(138) 


avant GAA 


creme 




apres GAA 


creme 




Staphylococcus 
aureus (008) 


avant GAA 


creme 




apres GAA 


creme 




Enterococcus 
faecalis (117) 


avant GAA 


creme 




apres GAA 


creme 





10 Tableau 7 : Revelation de Factivite L-Serine-aminopeptidase de micro-organismes par 
de la L-Ser-4-APA dont la concentration en substrat est optimisee 

Encore une fois, certaines souches ont une inhibition partielle avec le substrat a base 
d'acridine. Les trois souches a Gram negatif testees produisent une coloration 
15 reactionnelle particuliere apres I'addition d*acide acetique. 



Autres ex periences realisees : 
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D'autres substrats ont ete testes qui permettent de valider les resultats pi&entes 
ici, on peut par exemple citer : 

• L-Alanyl 9-(4-ainino-3-methoxyphenyl)-10-methylacridinium chloride, 

• L-Alanyl 9-(4-aminophenyl)-10-methylacridinium chloride hydrochloride, 

• L-Alanyl 9-(4-amino-2 ) 5-a^ethoxyphenyl)-10-methylacridinium chloride 
hydrochloride, 

• p-Alanyl 9-(4-aminophenyl)- 1 0-methylacridinium chloride hydrochloride, 

• P-Alanyl-9-(4-amino-2-methoxy-aminophenyl) acridine, 

• P-Alanyl-9-(4-amino-2,5-dimethoxy-aminophenyl) acridine, ; 

• 0-Alanyl 9-(4-amino-3-methoxyphenyl)-l O-methylacridinium chloride', 
hydrochloride, 

15 . P-Alanyl 9-(4-amino-2,5-dimethoxyphenyl)-l O-methylacridinium chloride; 
hydrochloride. 

De meme d'autres especes de micro-organismes, generalement des bacteries* ont 
egalement ete testes, telles que : 
20 • Salmonella typhimurium, 

- Staphylococcus epidermidis, 

• Serratia marcescens. 
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REVENDICATIONS 

L Substrats chromogeniques enzymatiques pour la detection chez des micro- 
organismes d'une activite aminopeptidase ou pour definir l'appartenance d'au moins 
une bacterie au groupe des Gram positifs ou des Gram negatifs selon sa coloration, 
caracterises par le fait qu' ils ont la formule suivante : 




R 7 



dans laquelle : 

• R] est rien ou un groupement alkyle, aiiyie, aryle, 

o R2 est constitue par au moins un acide amine, preferentiellement alanine, 

o R 3 , R4 R 5 et R 6 sont constitues independamment Tun de Pautre par H- ou -O-alkyle, 

preferentiellement -O-CHb, 
© R 7 est constitue par H, 0-CH3, alkyle ou halogene, 
o R 8 est constitu6 par H ou CI, et 
© n est un chiffre entier correspondant a 0 ou 1 ou 2. 

2. Substrat, selon la revendication 1 , caracterise par le fait quM l a la formule 
suivante : 




ou qu' il a la formule suivante : 




3. Substrats, selon la revendication 1, caracterises par le fait q ue Rj est un 
groupement methyle ou allyle. 

4. Substrats, selon la revendication 1, caracterises par le fait quM l a la formule 
10 suivante : 




flu qu' il a la formule suivante : 




5. Milieu de culture utilisant au moins un substrat chromogenique enzymatique, 
selon Tune quelconque des revendications 1 a 4, seul ou en combinaison avec au moins 

5 un autre substrat enzymatique specifique d'une activite enzymatique differente de celle 
detectee par le substrat selon Finvention. 

6. Milieu, selon la revendication 5, caracterise par le fait qu'i l est constitue par 
un milieu gelifle. 

10 

7. Utilisation des substrats chromogeniques enzymatiques, tels que d£finis dans 
Tune quelconque des revendications 1 a 4, ou d'un milieu de culture, selon Tune 
quelconque des revendications 5 ou 6, pour la detection chez des micro-organismes 
d'au moins une activite aminopeptidase. 

15 

8. Utilisation des substrats chromogeniques enzymatiques, tels que definis dans 
Tune quelconque des revendications 1 a 4, ou d'un milieu de culture, selon Tune 
quelconque des revendications 5 ou 6, pour separer les bacteries a coloration a Gram 
positif des bacteries a coloration a Gram negatif. 

20 

9. Procede pour la detection chez des micro-organismes d'au moins une activite 
aminopeptidase, caracterise en ce qu'i l consiste a : 

o disposer d'un milieu de culture, selon Tune quelconque des revendications 5 ou 6, 
o ensemencer le milieu avec un echantillon biologique a tester, 
25 o laisser incuber, et 



# # 



• reveler la presence d'au moins une activite aminopeptidase seule ou en combinaison 
avec au moins une autre activity enzymatique differente d'une activite 
aminopeptidase. 

10. Proc&ie pour la differentiation chez des bacteries de leur appartenance aux 
germes du type Gram positif ou aux germes du type Gram negatif, caract&ise en ce 
qu' il consiste a ; 

• disposer d'un milieu de culture, selon Tune quelconque des revendications 5 ou 6, 

• ensemencer le milieu avec un echantillon biologique a tester, 

• laisser incuber, et 

• reveler la presence d'au moins une coloration synonyme de la presence de germe(s) 
du type Gram negatif. 

11. Precede, selon Tune quelconque des revendications 9 ou 10, caracferise en 
ce_que, lorsque I'azote en position 10 du groupement acridine n'est pas quaternise, la 
revelation de la presence d'au moins une activity aminopeptidase est r6alisee par l'ajout 
d'acide, prefSrentiellement decide chlorhydrique, d'acide ac&ique ou d'acide citrique, 
sur la culture. 



( 
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